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Hyperforin als Zytostatikum 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 
Hyperforin als Zytostatikum. 

Hyperforin zahlt neben den Hyperizinen zu den 
charakteristischen Inhaltsstoffen des Johanniskrauts 

(Hypericum perforatum L. ) . Johanniskrau t und 

Johanniskrautaus ziige werden schon seit geraumer Zeit in der 
Medizin und der Volksmedizin als Arzneimittel fiir 
verschiedens te Indikationen eingesetzt . 

Die Monographie "Hyperici herba ( Johannis krau t ) " , die von der 
Kommission E des friiheren Gesundheitsamtes am 5.12.1984 
publiziert wurde, nennt als Anwendungsgebie t fiir Hypericum- 
Praparate (intern als Tropfen oder Tabletten): 

" Psychovegetat ive S torungen , depres s ive Ver s t immungs zus tande , 
Angst und/oder nervose Unruhe". In zahlreichen 

plazebokontrol 1 ier ten Studien wurde die den t r i zy k 1 i sc hen 
Antidepressiva vergleichbare ant idepres s ive Wirksamkeit des 
Johannis kraut s belegt . 



Als Hausmittel wird insbesondere das Johanniskrauto L zur Wund- 
und Schmerzbehandlung und bei Verbrennungen eingesetzt. Eine 
entzundungshemmende Wirkung des Johanniskrautols wird 
ebenfalls beschrieben (L. Roth, Hypericum, Hypericin, Ecomed 
Arzneipf lanzen-Monographie, Ecomed, Landsberg/Lech 1990). 

Einer der wirksamen Bestandteile des Johanniskrautols ist 
Hyperforin (P. Maisenbacher et al., Planta Med. 58:351-354 
(1992)), dessen FormGl im folgenden wiedergegeben ist: 
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Hyperforin hat als Wirkstoff Interesse als antidepress ive 
Substanz erweckt (Pharmacopsychiatry 1998, Vol. 31, Supplement 
1, Seiten 1-60). Daruberhinaus ist Hyperforin antibakterieli 
wirksam (A. I. Gurevich et al. 
(1971) ) . 



L. Antibiotiki, 16:510-513 



Zytostatika hemmen das Wachstum von insbesondere schnell 
wachsenden Zellen, wie sie in Tumoren und Leukamien vorliegen. 
Daher eignen sie sich als Chemotherapeutika gegen Krebs . 
Zahlreiche Chemotherapeutika sind bekannt, jedoch weisen diese 
Verbindungen auch Nachteile auf. Insbesondere treten bei der 
Behandlung mit bekannten Chemotherapeutika starke 

Nebenwirkungen auf, und die meisten Chemotherapeutika weisen 
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nur gegeniiber bes t iminten Tumor zel 1 inien eine be f r iecl igende 
Akt ivi tat au f . 

Daher besteht weiterhin ein Bedlirfnis nach zusatziichen fiir 
die Krebsbehandlung geeigneten Verbindungen . 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht somit darin, 
ein weiteres Chemot herapeut ikum zur Behandiung von 
Krebserkrankungen zur Verfiigung zu stellen. 

Es wTirde nun uberraschend gefunden, daB Hyperforin auf 
Tumorzellen eine prolif erationshemmende Wirkung ausiibt und 
Apoptose in Tumorzellen auslosen kann. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit die Verwendung von 
Hyperforin zur Behandiung von Krebserkrankungen und/oder 
Prakanzerosen . 

Unter Krebserkrankungen werden vorliegend insbesondere maligne 
Tumore sowie Lymphome und Leukamien verstanden. 

Hyperforin ist jedoch auch gegen Metastasen, wie Metastasen 
des malignen Melanoms (schwarzer Hautkrebs ) besonders wirksam. 

Hyperforin hat sich auch gegenliber epithelialen Tumoren wie 
epithelialem Hautkrebs als wirksam erwiesen. Hierbei handelt 
es sich urn einen langsam wachsenden Hautkrebs, der einer 
topischen Behandiung gut zuganglich ist. Der epitheliale 
Hautkrebs wird auch Spinaliom, Plattenepithelkar z inom oder 
S tachel zel Ikrebs genannt . Dariiberhinaus eignet sich Hyperforin 
zur Behandiung von Krebs vor s tu f en (Prakanzerosen), wie 
beispielsweise solaren Prakanzerosen . 

In der Praxis ist die Verwendung von Hyperforin insbesondere 
bei Lymphomen/Leukamien , schlecht operablen Tumoren und fiir 
die adjuvante Behandiung von Metastasen wie Melanom-Me tas tasen 
interessant. Insbesondere bei dem malignen Melanom zeigen alle 
bislang hierfiir verfiigbaren Therapien nur sehr maHige Erfolge. 
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Fur die Behandlung systemischer Tumore und von Metastasen 
soUte Hyperforin intravenos verabreicht werden. Fur die 
intravenose Applikation kann der lyophil is ierte oder 
getrocknete Wirkstoff beispielsweise frisch in physiologischer 
Kochsalzlosung aufgelost und sofort injiziert bzw. infundiert 
werden . 

Hyperforin eignet sich aber auch fur die lokale Anwendung 
beispielsweise durch intra- oder peritumorale Injektion oder 
instiilation (z.B. auch endoskopisch ) . Hierfiir kann der 
Wirkstoff beispielsweise wie vorstehend fur die intravenose 
Applikation beschrieben bereitges tell t werden. Vorteilhaf t 
kann der Wirkstoff jedoch auch durch epikutane Applikation 
beispielsweise in Cremeform angewandt werden, wobei sich diese 
Anwendungsform beispielsweise zur Behandlung von solaren 
Prakanzerosen besonders eignet. 

Fur die lokale, epikutane Applikation kann der Wirkstoff 
beispielsweise in Ethanol gelost und in eine fette 
Salbengrundlage eingearbeitet werden. Diese kann okklusiv 
(unter Folie) beispielsweise fur 24 Stunden auf den Tumor 
einwirken. Entsprechende Salben und Cremen sind beispielsweise 
in der DE 198 54 446 offenbart, deren Inhalt durch Bezugnahme 
in die vorliegende Beschreibung einbezogen wird. 

Bei der Aufbereitung des Wirkstoffs muB beachtet werden, dafi 
es sich urn eine lichtempf indl iche Substanz handelt, die sich 
leicht zersetzt. Daher mufi bei der Gewinnung, Lagerung und 
Verabreichung auf einen entsprechenden Lichtschutz geachtet 
werden . 

Bei der erf indungsgemafien Behandlung von Krebserkrankungen 
und/oder Prakanzerosen mit Hyperforin solite die 
Hyperforinkonzentration am Wirkort so hoch sein, daB eine 
antiproliferative bzw. Apoptose- induz ierende Wirkung eintritt. 
Die hierfur notwendige Konzentrat ion kann je nach Art des 
behandelten Tumors variieren und vom Fachmann leicht bestimmt 
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warden. Vorteilhaft ist be i s p ie 1 swe i se bei i n t ra t umor a ler 
Injektion eine Hyper for inkonzent rat ion in der ve rab re i c h ten 
Losung von 50 lag/ml and bei epikutaner Applikation eine 
Wirkstof f konzentration von 100 iag/ml . Bei systemischer 
Anwendung soilte der Wirkstoff in solchen Mengen injiziert 
werden, daH Plasmaspiegel von mindestens 50 fag/ml erreicht 
warden. Dies entspricht einer Hyper for ininenge von etwa 5 mg/kg 
Korpergewicht des Patienten. 

Die beiliegende Figur 1 zeigt die prol i f era t ions hemmende 
Wirkung von Hyperforin auf die Tumor zel 1 inien HT144 (Melanom- 
Metastase), A431 ( epidermo ides Karzinom) und Jurkat 
( leukamisches Lymphom) . 

Figur 2 zeigt die Fahigkeit von Hyperforin Apoptose in den 
Tumorzellinien HT144 ( Melanom-Metas tase ) , A431 ( epidermoides 
Karzinom) und Jurkat (leukamisches Lymphom) zu induzieren. 

Fiir die nachf olgenden Beispiele, die die Erfindung naher 
erlautern sollen, wurde kommerziell erhaltliches Hyperforin 
der Firma HWI Analytik, Rheinzabern, verwendet . Die Reinheit 
des Hyperforins betrug iiber 90%. In alien Versuchen wurde das 
Losungsmi ttel DMSO in der maximalen verwendeten Konzentration 
getestet und zeigte keinerlei Effekte auf Proliferation oder 
Apoptoserate . 

Beispiel 1 

Zur Untersuchung der prol i f erat ionshemmenden Wirkung von 
Hyperforin auf die Tumorzellinien HT144 ( Melanom-Metastase ) , 
A431 (epidermoides Karzinom) und Jurkat (leukamisches Lymphom) 
wurden die Tumorzellen in einer Konzentration von 1 x 10^ 
Zellen/ml in 96-Well-Mikrot iterplatten kultiviert. Nach 
Vor inkuba t ion der Zellen fiir 24 h wurde Hyperforin in den in 
Figur 1 angegebenen Endkonzent ra t ionen zupipe t t ier t . Die 
Zellen wurden anschlie^end 24 h unter Zusatz von radioaktivem 
[ 3H ] -Thymidin (1 mCI) inkubiert. Die Zellen wurden dann auf 
Glas f aserpla tten geerntet und die inkorpor ier te 



Radioakt i vitat , die ein MaB fur die Neusynthese von DMA ist, 
wurde mittels Sz inti 11a tionsmes sung bestimmt. Die unbehandelte 
Kontrolle wurde auf 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind in Figur 
1 dargestellt. 

Aus Figur 1 ist ersichtlich, daB die Hyperf orin-Konzentrat ion , 
bei der eine 50%-ige Wachs tumshemmung der Zellen auftrat 
(IC50)/ zwischen 5 and 10 yiq/ml lag. 

Beispiel 2 

Dieses Beispiel belegt , daB Hyper for in in Tumor zel len 
Apoptose, das heiBt den sogenannten programmierten Zelltod, 
induziert. Die Auslosung von Apoptose in Tumorzellen ist fiir 
viele Zytostatika charakter ist isch und spricht fiir die 
Wirksamkeit von Hyperforin als Zytos tatikum . 

HT144 (Melanom-Metastase ) , A431 ( epidermoides Karzinom) und 
Jurkat ( leukamisches Lymphoin) Tumorzellen wurden in einer 
Konzentration von 1 x 10^ Zellen/ml in 96-Well- 
Mikrotiterplatten kultiviert. Nach Vorinkubat ion der Zellen 
fiir 24 h wxirde Hyperforin in den in Figur 2 angegebenen 
Endkonzentrationen zupipet t iert . Die Zellen wurden 

anschlieBend lysiert und mit einem Cell Death Detection 
ELISA^^^^ (Boehringer, Mannheim) auf niedermolekulare DNA- 
Fragmente untersucht . Hierzu wurde ein biotinylierter anti- 
Histon-Antikorper und ein Peroxidase-gekoppel ter anti-DNA- 
Antikorper verwendet und der Anteil an niedermolekularer DNA 
durch Bestimmung der Peroxidaseabsorpt ion bei 405 nm bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in Figur 2 wiedergegeben . 

Beispiel 3 

Mittels eines Zytotoxiz itatsassays wurde der toxische Effekt 
von Hyperforin bei versch iedenen Konzent rat ionen auf die in 
den Beispielen 1 und 2 verwendeten Tumorzel 1 inien untersucht. 
Hierzu wurde die Membranintegritat durch Trypanblau-Exklus ion 
bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabelle 1 wiedergegeben, wobei 
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die Angaben in % der unbehande 1 ten Zellen erfolgen. Toxische 
Effekte waren kaum nachweisbar, dies bestatigt die spezifische 
Induktion von Apoptose durch Hyperforin. 

Tabelle 1 



Hyperforin 
( i^g/ml ) 



Trypanblau-Exklus ion 
(% der Zellen) 



HT144 



A4 31 



Jurkat 



0 100 100 100 

2,5 100 100 100 

5 100 100 100 

10 100 100 100 

20 100 95 100 

40 90 90 100 

80 80 90 100 



Beispiel 4 

Das folgende Beispiel belegt die apoptotische DNA- 
Fragment ierung durch Hyperforin und das bekannte Zy tos ta t ikum 
Taxol als Vergleichssubs tanz . Die DNA-Fraginent ierung wurde 
mittels DNA-Gelelektrophorese bestimmt. Als Tumor zel 1 inie 
WTirde Jurkat (Leukamie) eingesetzt. 

Jewells 1 X 10^ Zellen vAirden unbehandelt oder mit Hyperforin 
(40 mM) bzw. Taxol (10 mM) bei 37°C inkubiert . Apoptotische 
DNA-Fragmente wurden mittels NP 40-Lyse isoliert. Die Zellen 
v/urden nach 4 Stunden bzw. nach 24 Stunden gewaschen und 
pelletiert. Das Zeilpellet wurde fur 10 Sek. mit Lysepuffer 
inkubiert (1% NP 40, Sigma; 20 mM EDTA, Sigma; 50 mM Tris-HCl, 
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Sigma). Die Lysate wurden mit 1% SDS (Sigma) gemischt, 2 h mit 
Rnase (5 ^ig/iil) (Boehringer) bei 56°C inkubiert und mit 
Proteinase K (Sigma) (2,5 ^g/^1) fur 2 h bei 37^C verdaut. 
Nach Zugabe von 10 M Ammoniumacetat vmrde die DNA mit 100% 
Ethanol bei -20°C gefallt und mittels Gelelektrophorese auf 1% 
Agarosegelen analysiert . 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 wiedergegeben . Es zeigte 
sich, da/3 Hyperforin im Vergleich zu Taxol schneller Apoptose 
in Turmorzellen induziert, da diese bereits nach 4 Stunden 
voll ausgebildet war. 

Tabelle 2 





Unbehandelte 


Hyperforin 


Taxol 




Zellen 


(40 MM) 


(10 MM) 


4 Stunden 








24 Stunden 









+ = stark positiv 
+ = positiv 
= negativ 
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Klinikum der Albert-Ludwigs- 
Universitat Freiburg 

Patentanspriiche 

1. Verwendung von Hyperforin zur Behandlung von 
Krebserkrankungen und/oder Prakanzerosen. 

2 . Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Lymphomen 
und/oder Leukamien . 

3. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Metastasen, 
ins be sonde re Melanom-Metas tasen . 

4 . Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von 
epithelialen Tumoren und/oder epithelialen Prakanzerosen. 
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Klinikum der Albert-Ludwigs ■ 
Un i vers i tat Freiburg 



Zusanunenf assung 

Hyperforin als Zytostatikum 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Hyperforin 
Behandlung von Krebserkrankungen und/oder Prakanzerosen . 



Fig. 1 




Hyperforin (i-ig(inl) ) 




Hyperforin (^g(ml) ) 



